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Combination of guanine arabinoside and Bcl-2 inhibitor YC137 overcomes
the cytarabine resistttce in HL-60 1eukemia ce11 line(シタラビン耐性培養急
性骨髄性白血病細胞HL-60における新規プリンヌクレオシドアナログ
併 β―D―arabinottranosylguanineと抗アポトー シスBcl・2阻害薬YC137併用に
よる耐J性克月及)
【研究の目的】シタラビン (1-β―D~arabinottranosylcytosine,cytarabine,ara―C)イま約 40
年にわたり急性骨髄性白血病 (acute myeloid leukemia,AML)のkey drugである。寛
解導入療法、地固め療法の全経過を通じてarrCを核とする併用化学療法が行われる。
60歳以下の若年成人では約7割が初回完全寛解に到達するが多くは再発する。白血病細
胞は薬剤耐性化を獲得し治療抵抗性となる。再発治療成功のカギは中心的薬剤である
ara―C耐性の克服にあり、耐J性機序を明らかにし症例毎の耐性機序に応じた治療戦略の
個別化の必要がある。Ara―Cは、細胞膜上に存在するhuman equilibrative nucleoside
transporter l(hENT-1)蛋白を含む nucleoside transporterにより細胞内へ取り込ま
れる。その後、律速酵素であるdeOxycytidine kinase(dCK)によりara一c monophosphate
(ara一CMP)にリン酸化された後、更にリン酸化を受け ara―C triphosphate(ara―cTP)が
生成される。Ara―CTPはDNA polymeraseの弱い器質となつてDNA内に転入されDNA鎖の
伸長を阻害しアポ トー シス死を誘導する。よつて中間活性代謝物細胞内 ara―cTPは殺細
胞効果の要であり臨床的にも治療効果のsurrogate markerである。Ara―C耐性は主とし
てこの細胞内転入。代謝経路に関連し、その機序として hЁNT-1減少による薬剤転入低下、
dCK活性低下によるリン酸化抑制、ヌクレオチダーゼ克進による ara―Cヌクレオチドの
分解、アポトエシス抑制などが挙げられる。
本研究1こおいて、 ヒ トナ音養AML糸田月包株HL-60から60倍ara―c耐Jl生亜ブ床HL-60/ara―C60
を樹立し、その耐性機序の解明ならびに耐性克服について検討した。
【方法】HL-60細胞にl nMのara―Cを暴露させ段階的に濃度を上げて継代培養を行つた。
l μMのara―C暴露下で感受性株と同じ倍力日時間になつたところでlimiting dilution
法によリクローニングを行いara―C耐J性亜株HLT60/ara―C60を樹立した。Ara―C、 ゲムシ
タビン(dFdC)、クラドリビン(2CdA)、イリノテカン(CPT-11)、
9-β―D―arabinofuranosylguanine(ara―G)とBcl-2阻害薬YC137について増殖抑制効果
をXTTアンセイ (糸田胞増殖キントⅡ)法で検討した。細胞内 ara―cTP生成量を高速液体
クロマ トグラフィー法(HPLC)で測定した。ara―Cの細胞内転入量はトリチウム標識 ara―c
を使用しその放射活性により測定した。dCK蛋白と抗アポ トー シス蛋白Bcl-2はウエス
タンブロット法で確認した。アポ トー シス死の定量はHoechst 33342による核染色カウ
ント法とフローサイ トメーターによるAnnexin―V染色陽性で検討した。比較対照として
当科ですでに樹立した別のara―C耐性亜株HL-60/ADを用いて一部同様の検討を行つた。
【結果】HL-60/ara―C60は親株と比べ ara―Cに対して約60倍耐性であつた。また。dFdC
に30倍、2CdAに244倍、CPT-11に5倍の交差耐性を示した。Ara―Cl,2,5,10μ M,4h
処理時の細胞内ara―cTP生成量は、両細胞株とも濃度依存性に増加したが、親株に比べ
(ara―C添力日濃度 10μ M:755 pmo1/107 cellS)耐性細胞株で有意に減少が見られた (ara―C
添力日濃度 10μM i 308 pmo1/107 ceHS,p〒0.02)。Ara―Cの細胞内取り込み量は両細胞株
とも時間依存性に増加するも親株と比較して耐性細胞株で減少が見られた (20秒■.99
→1.65,40秒:2,45→2.07,60秒:2.67→2.37 pmo1/5×106 ceHS)。耐性細胞ではリン酸
化酵素dCKタンパク量も親株に比べ減少した。さらに、HL-60/ara一C60細胞とHL-60/AD
細胞で抗アポ トー シス蛋白Bc卜2の過剰発現が見られた。
細胞障害を与えない濃度 10μ MのarγGを併用するとara―Cの耐性が60倍から2.3
倍まで克服された。この際ara―Gを添加することによりara―c単剤時よりdCK蛋白が増
加し、細胞内ara―cTP生成量の増加も見られた (117,7→2 7.O pmo1/107 cellS)。dFdC
との併用では30倍から4.7倍、2CdAとの併用では244倍から78倍まで克服されていた。
一方Bcl-2阻害薬YC137の細胞障害を与えない濃度2.5μMと併用するとara―Cの耐性が
60倍から約8倍まで克服された。YC137を添力日することによりarrc単剤時と比べてア
ポ トー シス誘導率が明らかに増加した。さらに、arrCにara―G及びYC137の2剤併用
(0,05μ M,10μ M,2.5μM)を検討したところara―Cとara一G或いはYC137の併用時に
比ベアポ トー シス誘導率の増加が見られた (Hoechst 33342染色:1 。7%→25,7‰Flow
cytometry:14.4%→29。1%)。そしてHL-60/AD細胞株でも同様に2剤併用では単斉J併用に
比ベアポ トー シス誘導率の明らかな増加が見られた (Hoechst 33342染色:1 。3%→
20。3%,Flow cytometry:19。0%→38.8%)。この結果からaFa~Cの耐性細胞株で耐性機序
に基づいた至適薬剤を併用することでara―Cの耐性を克服できる可能性が示唆された。
【考察】本Ara一C耐J性細胞亜株における耐性機序には主に二つの要因が関わっている。
それは、dCKとhENTlの減少の結果起こる細胞内ara―cTP生成量減少と抗アポ トー シス
因子Bcl-2の過剰発現が要因となるアポ トー シス抑制の増加である。従ってara―Gによ
る細胞内ara―cTPの生成量増加、YC137によるBcl-2の抑制がHL-60/arL―C60細胞株で
ara―Cの作用を増強させたと考える。Ara―Gの殺細胞効果の要はaFa―GTPであるがara―G
はF―ar″AやdFdCとは活性経路が異なりdCKだけでなくミトコンドリアに存在する酵素
deoxyguanosine kinasc(dGK)によ つ て も ara一GTPにリン酸 化 され るた め dCK蛋白が 減 少
している細胞株でもara―cの毒性を増強させたと考えられる。
【結論】白血病細胞株のara―C耐性をara―GとBcl-2阻害薬YC137の併用で著明に克服
できることを明らかにした。細胞内ara―cTP生成とアポ トー シス誘導の抑制はara―Cの
主要な耐J性機序である。白血病治療においてara―Cの耐性機序に応じた克服薬剤をテー
ラーメイド療法として選択併用投与することは臨床的にも期待できる耐性克服治療にな
りうると考えられた。
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